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V današnji družbi se vse bolj zavedamo škodljivih posledic, ki jih v našem organizmu 
povzroča prekomerna količina reaktivnih zvrsti. Te nenehno nastajajo kot stranski produkti 
med celično presnovo in sodelujejo v imunski zaščiti organizma pred mikroorganizmi. 
Radikali vsebujejo enega ali več nesparjenih elektronov, kar jih naredi nestabilne in zelo 
reaktivne ter hitro reagirajo z biološko pomembnimi molekulami, kot so proteini, lipidi in 
DNA in jih tako poškodujejo. Telo je proti škodljivemu delovanju radikalov delno 
zaščiteno s kompleksnim antioksidativnim sistemom, ki ga sestavljajo encimi in manjše 
nizkomolekularne spojine z redukcijskimi lastnostmi (vitamin C, urea). Te spojine lahko v 
že zelo nizkih koncentracijah odstranjujejo radikale. Kadar pa je antioksidativni sistem 
preobremenjen ali ne deluje pravilno, pride do porušenja ravnotežja med prooksidativnimi 
in antioksidativnimi procesi v celici in v njej zavlada patološko stanje oksidativnega stresa. 
Ta je glavni povzročitelj staranja in razvoja številnih bolezenskih stanj, ki so najpogosteje 
posledica nekontrolirane in prekomerne tvorbe superoksidnega aniona (O2⦁
-
). V obrambi se 
najhitreje odzove encim superoksid dismutaza (SOD), ki pretvarja O2⦁
-
 do vodikovega 
peroksida in kisika v reakciji dismutacije. Dokazana je njena zaščitna in blagodejna vloga 
pri številnih boleznih, vendar kljub obstoječem protivnetnemu delovanju zaradi številnih 
alergijskih odzivov ni primerna za terapevtsko uporabo. Zato so razvoj preusmerili v smer 
sintetičnih SOD mimetikov, ki prav tako lahko (ne)selektivno pretvarjajo O2⦁
-
 v reakciji 
dismutacije. V diplomsko nalogo smo vključili 22 spojin, katerim smo preverjali 
sposobnost pretvarjanja superoksida do H2O2 in O2. Za določanje SOD mimetične 
aktivnosti izbranim spojinam smo izbrali indirektno metodo po Fridovich-u. Z UV-Vis 
spektrofotometrom smo spremljali kinetiko redukcije citokroma c v odsotnosti in 
prisotnosti predvidenega SOD mimetika. Dobljene meritve smo nato statistično obdelali in 
izračunali enačbo linearne premice in koeficient determinacije. Vsem aktivnim spojinam 
smo na koncu določili koncentracije I50, pri katerih se hitrost redukcije citokroma c 
zmanjša za 50%. SOD mimetično aktivnost smo dokazali samo petim spojinam, ki 
katalizirajo reakcijo dismutacije O2⦁
-
. Kovinski kompleksi z ioni Cu, Ni in Pd niso 
izkazovali SOD mimetične aktivnosti, ker v nasprotju z referenčno spojino (Mn-salen) v 
središču niso vsebovali manganovega iona. Koncentracije uporabljenih nitroksidov so bile 
znatno višje od koncentracije Mn-salena, zato jih lahko ocenimo kot možne, šibke, 
neencimske SOD mimetike. 




In today's society, we are increasingly more aware of the harmful consequences caused by 
an excessive amount of reactive species in our organism. They are constantly produced as 
by-products from cellular metabolism and participate in the immune protection of the 
organism against microorganisms. Radicals contain at least one unpaired-electron in their 
constitution, which makes them unstable and highly reactive, that's why they react quickly 
with biologically important molecules such as proteins, lipids and DNA, damaging them in 
the process. Our body is partially protected against their harmful ways by complex 
antioxidative system consisting of enzymes and smaller low molecular weight compounds 
with reduction properties (vitamin C, urea). These compounds can remove radicals at very 
low concentrations. However, when they do not work perfectlly or there is an imbalance 
between prooxidative and antioxidative processes in the cell, then the pathological state of 
oxidative stress occurs. It is the main cause of aging and many diseases, which most 
oftenly occur due to uncontrolled and excessive formation od the superoxide aninon (O2⦁
-
). 
Superoxide dismutaze (SOD) enzyme, that converts O2⦁
-
 to hydrogen peroxide and oxygen 
in the dismutation reaction, is the fastest response in defense against oxidative stress. Their 
protective and beneficial role in many diseases has been proven, but despite existing anti-
inflammatory effect, SOD enyzme should not be used in therapy due to numerous allergic 
responses. Therefore, the development has shifted towards the synthetic SOD mimetics, 
which can also (non)selectively convert O2⦁
-
 in reaction of dismutation. We included 22 
non-enzymatic compounds in our diploma thesis. We were checking their ability to convert 
superoxide anion to hydrogen peroxide  and oxigen, just like SOD enzyme would. An 
indirect method by Fridovich was chosen to determine SOD like activity of said 
compounds. The kinetics of reduction of cytochrome c were monitored with the help of 
UV-Vis spectophotometer in the absence and presence of the predicted SOD mimetic. The 
obtained measurements were then statistically processed and we calculated the equation of 
the line and the coefficient of determination. Finally, we determined the concentration I50, 
that lowers the reduction rate of cytochrome c by 50% to all active compounds. We 
determined SOD like activity to only five compounds, therefore only those compounds can 
catalyze the dismutation of O2⦁
-
. Metal complexes with Cu, Ni or Pd ion center did not 
exhibit SOD like activity, because, in contrast to the reference compound (Mn-salen), they 
did not contain manganese ion at the center. The concentrations of the nitroxides we used 
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were significantly higher than the concentration od Mn-salen, so they can be estimated as 
potential, weak, non-enzymatic SOD mimetics.   




AO - antioksidanti 
C – jedka snov 
c – molarna koncentracija 
CAT – katalaza 
DMSO – dimetil sulfoksid 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
F – lahko vnetljiva snov 
GSH – glutation  
GSH-Px – glutation peroksidaza 
M – molekulska masa 
RONS – reaktivne kisikove in dušikove spojine 
ROS – reaktivne kisikove spojine 
T – strupena snov 
V – volumen 
Xi – akutna nevarnost 
Xn – zdravju škodljiva snov  
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1.1 RADIKALI IN NJIHOVE ZNAČILNOSTI 
Dandanes se vse bolj zavedamo škodljivih posledic, ki jih v organizmu za seboj puščajo 
radikali. Radikal je vsak posamezen atom, ion ali molekula, ki v svoji zunanji orbitali 
vsebuje enega ali več nesparjenih elektronov. Lahko vsebujejo liho ali sodo število 
elektronov, vendar mora biti pri sodem številu vsak e
-
 v svoji π-razvezni orbitali (1, 2). 
Nesparjeni elektroni podelijo radikalom reaktivnost, saj težijo k temu, da bi bili vsi 
elektroni v paru (2). Zato reagirajo s sosednjimi molekulami, da bi jim odtegnili 
manjkajoči elektron z nasprotno usmerjenim spinom. Za radikale je značilno, da so 
kratkoživi, kemijsko nestabilni in paramagnetni (1). 
Obnašajo se lahko kot oksidanti ali kot reducenti, saj manjkajoči elektron lahko sprejmejo 
ali pa ga oddajo sosednji molekuli (3). Kadar poteče reakcija med dvema radikaloma, med 
njima nastane kovalentna vez in dobimo neradikalsko molekulo /1/. Ko pa radikal reagira z 
neradikalsko molekulo, sproži obsežno verižno reakcijo, v kateri vedno nastajajo novi 
radikali (1, 4). Bližnje molekule lahko poškoduje z odvzemom vodika /2/ ali pa z adicijo 
na dvojno vez /3/. Med biološko najpomembnejše radikale uvrščamo tiste s kisikovimi, 
dušikovimi, ogljikovimi in klorovimi atomi (1).  
/1/                                           R⦁ + R1⦁  R-R1 
/2/                                       R⦁ + R1-H  R1⦁ + R-H 
/3/                          R⦁ + CH2=CH-R1  R-CH=CH-R1 (6) 
V telesu nastajajo radikali pri normalnih okoliščinah med fiziološko presnovo celic, pri 
sintezi določenih hormonov ter v levkocitih, kot sredstvo za boj proti bakterijam (1). Kadar 
pa radikali v celici nastajajo čezmerno in nekontrolirano oziroma zataji delovanje 
antioksidativnega obrambnega sistema, v celici zavlada stanje oksidativnega stresa (5). 
Na količino nastalih radikalov vplivajo mnogi zunanji dejavniki, med katere uvrščamo 
kajenje, različne oblike sevanja, določene kemikalije/zdravila ter bakterije in viruse. Med 
notranje dejavnike uvrščamo razne vnetne procese in povečano stopnjo celične presnove, 
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ki nastane zaradi intenzivne telesne obremenitve pri neprilagojenem antioksidativnem 
sistemu ali pa pri določenih boleznih (debelost, rak) (1, 2). 
1.2 REAKTIVNE KISIKOVE ZVRSTI  
S pojmom reaktivne kisikove zvrsti (ROS) opisujemo vrsto reaktivnih molekul in 
radikalov, ki nastanejo iz molekularnega kisika (6). Poleg kisikovih radikalskih zvrsti, kjer 
so nekatere bolj obstojne (O2⦁
-
) kot druge (OH⦁, RO⦁, ROO⦁), uvrščamo med ROS tudi ne-
radikalske molekule, kot so vodikov peroksid in hipoklorna kislina, ozon pa ima dvojno 
naravo (preglednica 1) (1, 6, 7). 
Vsem reaktivnim kisikovim zvrstem sta skupni visoka reaktivnost ter sposobnost 
oksidacije lipidov, proteinov in nukleinskih kislin v celicah (1, 8). S tem lahko povzročijo 
razne biokemične poškodbe, smrt celice ali pa nastanek DNK mutacij, ki lahko vodijo v 
maligno transformacijo celic (1, 5). Med njimi so najbolj reaktivni radikali z lihim 
številom elektronov (8).  









O2 vodikov peroksid H2O2 
hidroksilni radikal HO⦁ hidroperoksid ROOH 
alkoksilni radikal RO⦁ hipoklorna kislina HClO 
peroksilni radikal ROO⦁ ozon* O3 
*Lahko je radikal in ne-radikal. 
1.2.1 Nastanek ROS 
Reaktivne kisikove zvrsti nastajajo v živih organizmih med normalno presnovno 
aktivnostjo celice. Največ ROS nastane v mitohondrijih, celični membrani, peroksisomih 
in mikrosomih (1). Izhajajo iz molekularnega kisika O2, ki se v naravi nahaja v obliki 
tripletnega kisika 
3
O2 (6, 5). Tripletni kisik je stabilni biradikal, ki ima na π razvezni 
orbitali 2 nesparjena elektrona (e
-
) z enako usmerjenima spinoma (5). Zaradi takšne 
razporeditve e
-
 lahko reagira samo z enim elektronom hkrati in zato ni pretirano reaktiven z 
elektronoma v kemijski vezi (6, 5). Njegova reaktivnost pa se drastično spremeni v 
prisotnosti radikalov (6). 
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Kadar radikal vzbudi enega od nesparjenih elektronov na π razvezni orbitali v 
3
O2 in 
povzroči njegov premik v orbitalo z višjo energijo, pride do nastanka elektronskega para z 
nasprotno usmerjenima spinoma (6, 1). Novonastalo vrsto imenujemo singletni kisik 
1
O2 
(4, 6). Ta v strukturi ne vsebuje več nesparjenih elektronov, zato pridobi lastnosti 
diamagnetnega plina. Za razliko od 
3
O2 je singletni kisik močan oksidant, ki hitro tvori 
vezi z drugimi elektronskimi pari, še posebej z elektroni v dvojnih vezeh. Visoko 
reaktivnost 
1
O2 omogoča elektronski par z nasprotno usmerjenima spinoma  na π razvezni 
orbitali. 
V primeru enoelektronske redukcije 
3
O2 dobimo relativno stabilni intermediat, ki velja za 
predhodnika vseh ROS – superoksidni anion O2⦁
-
 /4/ (6). Čeprav v strukturi vsebuje 
nesparjen elektron, pri normalnih pogojih ni pretirano reaktiven in selektivno reagira samo 
z določenimi molekulami (5, 4). V živih organizmih nastaja s pomočjo različnih 
mehanizmov, kot na primer pri prenosu elektronov v dihalni verigi, avtooksidiranju 
določenih bioloških molekul (adrenalin, FADH2) ali pri redukciji z encimi ali z ioni 
prehodnih kovin (4).  
Superoksidni anion se iz organizma odstranjuje v dveh korakih. Najprej poteče reakcija 
dismutacije, ki lahko poteče spontano ob prisotnosti protona H
+
 ali pa je katalizirana z 
encimom superoksid dismutazo (SOD) /5/ (9, 4). Pri tem nastaja vodikov peroksid H2O2 – 
ne-radikalska nevtralna in stabilna molekula, ki zlahka difundira skozi biološke membrane 









ioni. Takrat poteče Fentonova reakcija, kjer nastaja hidroksilni radikal OH⦁ /7/. Ta je 
najmočnejši oksidant, k z  biološkimi molekulami v celici reagira zelo hitro in 
neselektivno, tako da povzroča škodo kjerkoli je prisoten (5). Z reakcijo O2⦁
-
 in dušikovega 
radikala NO⦁ dobimo še en zelo močan oksidant, ki mu pravimo peroksinitrit ONOO
-
. 
Pomembno je vedeti, da tako močni oksidanti ne nastajajo pri normalnih pogojih delovanja 
celic, ampak le v primeru prekomernega nastajanja ROS. V takšnem primeru je ravnotežje 
med prooksidativnimi in antioksidativnimi procesi v celici porušeno, kar vodi v nastanek 
sekundarnih reaktivnih radikalov (OH⦁ in HOO⦁) (9). Usodo superoksidnega radikala smo 
ponazorili v shemi prikazani na sliki 1.  
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O2 + H2O2 
/6/     2H2O2  
katalaza
→ 2 H2O + 
3
O2              /7/       Fe
2+




 + OH⦁ (5) 
 
Slika 1: Shematski prikaz usode superoksidnega aniona med fiziološkimi (v okvirju) in patofizološkimi 
pogoji (izven okvirja). 
1.2.2 Reaktivne dušikove zvrsti (RNS) 
Tako kot pri ROS se delijo reaktivne dušikove zvrsti na radikalske (NO⦁, NO2⦁) in ne-
radikalske (peroksinitrit, dušikova(III) kislina itd.). Dušikov oksid NO⦁ je kratkoživ in zelo 
pomemben intermediat, saj je nujno potreben za ustrezno delovanje živčnega, imunskega 
in prebavnega sistema. V organizmu je to nepogrešljiv in nujno prisoten radikal, vendar v 





), ki velja za enga najmočnejših oksidantov. Dušikov dioksid NO2⦁ pa je 
odgovoren za uravnavanje aktivnosti tistih encimov, ki v svojem aktivnem mestu vsebujejo 
tirozin (1, 4, 5). 
1.3 OKSIDATIVNI STRES 
V organizmu se oksidativni stres pojavi, kadar se poruši ravnovesje med prooksidativnimi 
in antioksidativnimi procesi v celici (9). Do takšnega neravnovesja v organizmu lahko 
pride zaradi prisotnosti prekomerne količine radikalov in reaktivnih intermediatov ( 
kisikove spojine in dušikove spojine – RONS) ali pa zaradi neustreznega delovanja 
antioksidativnih sistemov. V organizmu radikali poškodujejo celice in tkiva in tako 
neposredno povzročijo patološko stanje – oksidativni stres (6, 9, 1). Je oblika kemičnega 
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stresa, kateremu smo izpostavljeni vsi aerobni organizmi, saj potrebujemo kisik za 
pridobivanje energije (1, 4).  
Kot glavno posledico oksidativnega stresa lahko navedemo razvoj bolezenskega stanja (9), 
ki ga povzročijo prekomerna sinteza radikalov in/ali zmanjšane efektivnosti 
antioksidativnih sistemov (1). Je glavni povzročitelj staranja ter številnih bolezni, kot so 
srčni infarkt, možganska kap, ateroskleroza, sladkorna bolezen,  nekatere vrste raka, 
Alzheimerjeva bolezen in še mnoge druge (1, 10, 4).  
Začetek bolezenskega procesa je najpogosteje posledica nenadzorovane in čezmerne 
tvorbe superoksidnega aniona O2⦁
-
 (9), ki nastaja iz tripletnega kisika, ko le-ta sprejme en 
elektron /1/ (5). Kljub vsemu pa naše telo ni čisto nepripravljeno na oksidativni stres, saj 
naš organizem vsebuje encime, ki so sposobni pretvarjanja O2⦁
-
 v nam manj škodljive 
kemijske zvrsti (9). 
Težava je v tem, da oksidativni stres sam po sebi ne kaže simptomov oz. nima tipične 
klinične slike, kot jih kažejo naštete bolezni. Če bi znali prepoznati znake prekomernega 
oksidativnega stresa, bi lahko pravočasno zaznavali nepravilnosti v organizmu in morebiti 
tudi uspešno preprečili razvoj bolezni. Oksidativni stres lahko pospešijo številni dejavniki, 
v sodobnem času pa sta hitri življenjski slog in onesnaženost okolja gotovo 
najpomembnejša (1). 
1.3.1 Posledice škodljivega delovanja RONS 
Kadar so radikali v organizmu prisotni v prekomernih količinah, takrat neselektivno 
reagirajo s sosednjimi biološkimi molekulami. Celice in tkiva lahko poškodujejo z 
direktnim napadom ali pa  indirektno, kjer že poškodovane celice povzročijo spremembe v 
delovanju drugih mehanizmov. (4) Ločimo epigenetske in genotoksične poškodbe.  
O epigenetskih poškodbah govorimo, kadar radikali napadejo strukturne in funkcionalne 
molekule (1). Primer je lipidna peroksidacija membranskih lipidov in proteinov (5). 
Sestavine membrane se oksidirajo, kar povzroči povečano prepustnost membrane, 
modifikacijo razporeditve citoskeleta in spremeni mitohondrijski membranski potencial 
(1). Na koncu membrana razpade, kar po navadi vodi v celično smrt (5). Če radikali 
poškodujejo proteine, se ti lahko depolarizirajo, agregirajo ali pa se jim spremeni 
učinkovitost delovanja (1, 4).  
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O genotoksičnih poškodbah govorimo, kadar radikali povzročijo škodo v genetskem zapisu 
(1). Radikali lahko prelomijo verigo, poškodujejo deoksiriboze ali pa modificirajo 
dušikove baze. Takšne posledice se po navadi končajo s celično apoptozo. Če pa mutirana 
celica s poškodovano DNK preživi in napreduje v S fazo celičnega cikla, potem lahko 
pride do nastanka raka (4).  
1.4 ANTIOKSIDATIVNI OBRAMBNI SISTEM 
V našem telesu obstaja naravni obrambni sistem, ki vključuje encimske sisteme, spojine in 
molekule, ki so sposobni preprečiti škodljivo delovanje radikalov z različnimi mehanizmi - 
s preprečitvijo nastanka radikalov (kelatorji), z njihovo nevtralizacijo (lovilci radikalov) ali 
pa s katalitično odstranitvijo. S skupnim imenom jih imenujemo antioksidanti (1). 
Pomembne celične sestavine največkrat obvarujejo z žrtvovanjem v radikalski reakciji s 
primarnim radikalom, kjer nastaja sekundarni radikal, ki je stabilnejši in načeloma ne tvori 
novih radikalov (5). 
Antioksidativni obrambni sistem je znotraj organizma razdeljen na zunajcelično in 
znotrajcelično obrambo (1, 11). Glavnina radikalov nastaja v znotrajceličnem prostoru v 
lipidnih plasteh, kjer so prisotni encimi za katalizo radikalskih reakcij. Za zaščito bioloških 
membran so tam prisotni hidrofobni antioksidanti, ki ščitijo membrane pred lipidno 
peroksidacijo. V ekstracelularnem prostoru in krvni plazmi pa se nahajajo hidrofilni 
antioksidanti, ki imajo redukcijske sposobnosti za nasičenje elektronskega primanjkljaja 
(1). 
Pogoj za celovito delovanje antioksidativnega sistema je, da so antioksidanti stalno prisotni 
povsod po telesu, saj ne moremo predvideti kje bo nastal primarni radikal. To jim 
omogočajo različne fizikalne lastnosti. V tkivih je značilen velik prebitek koncentracije 
antioksidantov (za faktor 10
3
 ali več) v primerjavi s pričakovano koncentracijo primarnih 
radikalov, kar omogoča njihovo hitro in efektivno eliminacijo (5). Zmanjšana 
antioksidativna zaščita je torej posledica zmanjšanega vnosa eksogenih AO, zmanjšane 
sinteze endogenih AO ali nepopolne biološke uporabnosti (2). 
Antioksidanti so snovi zelo različnih struktur, velikosti ter izvorov z različnimi kemičnimi 
in fizikalnimi lastnostmi, ki že v zelo majhnih količinah lahko zmanjšajo oksidacijo drugih 
snovi v celici (9, 5). Preprečijo lahko sintezo primarnih radikalov, upočasnijo ali ustavijo 
radikalsko sprožene oksidacije ali pa delujejo kot kelatorji ionov prehodnih kovin (zlasti Fe 
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in Cu) in jim tako preprečijo sodelovanje v prenosu elektronov (9, 5, 12). Za odstranjevaje 
radikalov morajo v svoji strukturi vsebovati vsaj en reaktivni vodik, ki se zlahka odcepi in 
veže na radikal ali pa dvojno vez, kamor se radikali lahko adirajo (1, 5).  
Za normalno delovanje antioksidativnega obrambnega sistema je značilno uravnovešeno in 
koordinirano medsebojno sodelovanje med antioksidanti (4). Posebni encimski sistemi 
med ostalim omogočijo obnovo antioksidantov, ki so že sodelovali v radikalski reakciji. 
Primer takšnega sklopljenega delovanja je sodelovanje med vitaminom E, vitaminom C in 
glutationom (5). Ker so antioksidanti tako močno vpleteni v preprečevanje razvoja 
patoloških procesov in procesov staranja, se je povečal tudi interes razvoja AO kot 
zdravilnih učinkovin. S takšnim zdravilom bi lahko ob pravilni uporabi preprečili ali 
upočasnili razvoj mnogih bolezni (9). 
1.4.1 Vrste antioksidantov 
Antioksidante lahko kategoriziramo na več načinov. Delimo jih glede na njihovo topnost, 
način delovanja, kemijsko strukturo, velikost in izvor (1, 11). Po topnosti ločimo hidrofilne 
in hidrofobne antioksidante, ki lahko delujejo kot katalitični odstranjevalci ROS, lovilci 
radikalov ali kelatorji kovinskih ionov (1). 
Po navadi jih razdelimo glede na kemijsko strukturo, kjer ločimo med encimskimi 
(visokomolekularni) in ne-encimskimi (nizkomolekularni) antioksidanti (1, 11). Med njimi 
ločimo še endogene antioksidante, ki se sintetizirajo v telesu (encimski AO, sečna kislina 
itd.) in eksogenimi AO, ki pa jih moramo v telo vnesti s primerno prehrano (vitamini) (1). 
1.4.1.1 Encimski antioksidanti 
V telesu sintetizirani encimski antioksidanti imajo pomembno vlogo pri odstranjevanju 
radikalov in drugih ROS (9). Prisotni morajo biti v vseh celicah evkariontskih organizmov 
(12). Medsebojno so funkcionalno sklopljeni v večstopenjskem procesu pretvorbe 
superoksidnega aniona do vodikovega peroksida in nato vode (9, 11). V celici zmanjšajo 
raven H2O2 in lipidnega hidroperoksida, kar preprečuje nadaljnji razvoj lipidne 
peroksidacije in strukturnih ter funkcionalnih sprememb celice, ki pridejo z njo. Za 
učinkovito delovanje potrebujejo kofaktorje, kot so ioni prehodnih kovin (Cu, Zn, Mn, Fe) 
(11). Glavni predstavniki te skupine so superoksid dismutaze, katalaze in glutation 
peroksidaze (9, 11, 12). 
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1.4.1.1.1 Superoksid dismutaza (SOD) 
Superoksid dismutaza sodi v družino encimov, ki je specializirana za eliminacijo O2⦁
-
 
nastalih zaradi sevanja, oksidacijskih poškodb ali pa kot stranski produkt v metabolizmu 
kisika (13). Kinetično veljajo za enega najhitrejših encimov v naravi in se prvi pojavijo ob 
prisotnosti O2⦁
-
, hitrost poteka reakcije pa je omejena le z difuzijo superoksidnega aniona v 
aktivno mesto. 
Spada med metaloproteine, ki v aktivnem mestu vsebujejo kovinski kation (Fe, Cu, Mn ali 
Zn). Katalizirajo reakcijo dismutacije ali disproporcionacije /5/, kjer iz dveh molekul O2⦁
-
 
nastaneta molekula H2O2 in O2. Reakcijo dismutacije sestavljata dve sklopljeni 
enoelektronski redoks reakciji, kjer se ista kemijska zvrst (O2⦁
-
) hkrati oksidira in reducira. 
V aktivno mesto se lahko veže le en O2⦁
-
 hkrati, zato je potek redoks reakcije in njen kočni 
produkt odvisen od oksidacijskega stanja kovinskega liganda (9). Ko je ligand v 
oksidiranem stanju (M
(n+1)+
), se elektron s superoksidnega aniona prenese na kovinski 
kation in se oksidira do kisika. Aktivno mesto se tako sprosti  in reducirani kovinski kation 
(M
n+
) lahko pritege še drugo molekulo O2⦁
-
, kateri odda elektron in jo reducira v H2O2. 






-SOD + O2  








-SOD + H2O2 
Kjer je M = Cu (n) = 1, Zn, Mn, Fe (n) = 2 (9, 14). 
Pri evkariontih ločimo 3 izomere superoksid dismutaze. Vsi izomeri opravljajo podobno 
funkcijo, vendar se nahajajo v drugačnih predelih celice in se razlikujejo po strukturi, 
velikosti, lokalizaciji gena na kromosomu ter po vključenih kofaktorjih (13). So tkivno 
specifični in najbolj koncentrirani v jetri, saj je tam obremenitev z radikali največja. V 
odvisnosti od kovinskega iona vključenega v aktivnem mestu encima jih razdelimo na (1, 
9, 13, 14): 
a) SOD 1 oz. Cu/ZnSOD je homodimer z molekulsko maso 88 kDa. V aktivnem mestu 
vsebuje kationski par bakra in cinka, kjer je Cu
2+
 katalitično aktiven, Zn
2+
 pa uravna 
stabilnost encima. Nahaja se v citoplazmi, jedru in mitohondrijski membrani (13). Gen 
za SOD 1 je lokaliziran na enaindvajsetem humanem kromosomu, mutacije tega gena 
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pa predstavljajo dejavnik tveganja za razvoj nevrodegenerativnih bolezni 
(Alzheimerjeva, Parkinsonova bolezen) ishemije ali srčnega infarkta (9). 
 
b) SOD 2 oz. MnSOD je homotetramer z molekulsko maso 32 kDa. V aktivnem mestu 
vsebuje katalitično aktiven manganov kation Mn
2+
. Nahaja se v mitohondrijskem 
matriksu (13), kjer je največja raven oksidativnega stresa (9) in deli bolj malo 
podobnosti s SOD 1 in SOD 3 (13). Gen za SOD 2 je lokaliziran na šestem humanem 
kromosomu. Popolna izguba aktivnosti tega encima je za organizem smrtna, saj bi se v 
njegovi odsotnosti znatno povečala produkcija superoksidnega radikala. To privede do 
inhibicije dihalne verige, povečane lipidne peroksidacije in mitohondrijske vaskulacije, 
kar posledično vodi do nevrodegeneracije in odpovedi srca (9). 
 
c) SOD 3 oz. ECSOD je homotetramerni glikoprotein z molekulsko maso 135 kDa. Enako 
kot pri SOD 1 ima v aktivnem mestu kationski par Cu/Zn, vendar se ta nahaja v 
zunajceličnih tekočinah in plazemski membrani. Gen za SOD 3 je lokaliziran na 
četrtem humanem kromosomu (13). Najbolj je aktiven v predelu pljuč, katera ščiti pred 
razvojem respiratornih obolenj. Zmanjšanje aktivnosti encima povezujejo z vnetji in 
cerebralno ishemijo (9). 
Predklinično in klinično je dokazano, da imajo SOD encimi zaščitno in blagodejno vlogo 
pri številnih boleznih, vendar kljub obstoječim protivnetnim značilnostim niso primerni za 
uporabo v terapevtske namene. Težave se kažejo pri njihovem naboju in velikosti, ki jih 
omejuje pri vstopu v celice ter kratki razpolovni dobi, zaradi katerih encim ni uspešno 
učinkoval. V terapevtski uporabi je povzročil tudi neželene imunske in alergijske reakcije, 
kar je usmerilo razvoj novih zdravilnih učinkovin v obliki sintetičnih, (ne)specifičnih, 
nizko molekularnih SOD mimetikov (9, 15). 
1.4.1.1.2 Katalaza (CAT) 
Katalaze so hemoproteini (1), ki so sestavljene iz 4 enakih podenot z molekulsko maso 60 
kDa in Fe-hem skupino v aktivnih mestih (16). Je naravni antioksidant, ki katalizira 
reakcijo disproporcionscije H2O2 do vode in kisika /7/, s čimer preprečuje nastanek 
hidroksilnega radikala. V telesu so prisotne predvsem v peroksisomih, najaktivnejše pa so 
v jetrih, eritrocitih in ledvicah (1). 
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1.4.1.1.3 Glutation peroksidaza (GSH-Px) 
Glutation peroksidaza je encim, ki služi kot pomemben protektor celice pred radikali, ki 
lahko poškodujejo biološke membrane, proteine in DNA. Ločimo med selen odvisnimi in 
selen neodvisnimi GSH-Px. Nahaja se v citosolu in mitohondrijskem matriksu. Skupaj z 
glutation reduktazo in njihovim substratom glutationom (GSH) sestavljajo glutation 
redoksni sistem. 
Oba encima sta zadolžena za katalizo redukcije H2O2 ali organskih peroksidov do vode, 
kar povzroči oksidacijo glutationa do dimerne oblike. Reducirani glutation se nato 
regenerira s pomočjo glutation reduktaze, ki za vir energije uporablja oksidacijo NADPH 
(1). 
1.4.1.2 Ne-encimski antioksidanti 
V to skupino spadajo vse spojine, ki so definirane kot antioksidanti v ožjem pomenu 
besede. Njihova glavna vloga je preprečiti nastanek reaktivnih spojin in zmanjšati ali 
ustaviti verižne reakcije. Prav tako poskrbijo, da se radikalske reakcije odmaknejo iz 
občutljivih predelov celice, kjer sestavni deli celice niso zelo občutljivi na oksidacijo (12).  
Antioksidanti, ki niso encimi, so lahko endogenega (glutation, tioli, ubikinon, preventivni 
AO) in eksogenega (vitamin C in E) izvora (1). Vitamin C, vitamin E in glutation so 
primer sklopljene verige antioksidantov, ki so se med seboj sposobni regenerirati (5). 
Med preventivne antioksidante uvrščamo proteine, ki nase vežejo ione kovin prehoda  in s 
tem preprečijo interakcijo s H2O2 in O2⦁
-
 (preprečijo razvoj radikalske reakcije), ki vodi do 
sinteze nevarnih hidroksilnih radikalov. Najpomembnejši so proteini, ki nase vežejo ione 
železa (transferin, feritin) ali bakra (albumin) (1, 9). 
1.5 SOD MIMETIKI 
Vpletenost antioksidantov v preprečevanje razvoja patoloških stanj in zaviranja procesov 
staranja povečuje pomen razvoja antioksidativnih zdravilnih učinkovin (9). V terapevtske 
namene se je uporaba samega encima SOD slabo odnesla, zato so morali ugotoviti kako ga 
učinkovito nadomestiti, da bi odpravili težave povezane z njegovo uporabo (15). Skozi 
raziskovanje so odkrili več skupin kompleksov s koordinativno vezanim ionom kovine 
prehoda (Mn, Cu, Fe) v različnih cikličnih ogrodjih, ki so oponašali delovanje encimskih 
antioksidantov. 
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Gre za umetne, nizkomolekularne zdravilne učinkovine (encimimetiki) (9, 17). SOD 
mimetiki selektivno oponašajodelovanje encima SOD in so sposobni pretvoriti 
superoksidni radikal v kisik in vodikov peroksid v reakciji dismutacije /5/. Ker pa je veliko 
takih spojin, ki so hkrati sposobne oponašati tudi delovanje encima katalaze, jih širše 
opredelimo kot katalitične antioksidante.  
 Zdravilne učinkovine običajno vplivajo na aktivnost, strukturo in funkcijo pomembnih 
celičnih sestavin, vendar ne tudi katalitični antioksidanti, zato jih opredelimo kot umetne 
encime. Glavna omejitev za njihov hitrejši razvoj je majhna korelacija med aktivnostjo in 
vitro in aktivnostjo znotraj biološkega sistema, kjer zaradi velikega števila možnih 
interakcij pride do sprememb v hitrosti poteka reakcije.  
Katalitične antioksidante delimo na selektivne in neselektivne. Selektivni so reakcijsko 
specifični za reakcijo s O2⦁
-
 v in vitro pogojih, med tem ko lahko neselektivni poleg O2⦁
-
 
odstranijo tudi H2O2, peroksinitrit ter lipidne perokside (9). 
1.5.1 Selektivni katalitični antioksidanti 
V to skupino uvrščamo makrociklične spojine, ki imajo v centru 15-členskega obroča s 
petimi dušiki koordinativno vezan Mn
2+
 kation. Omogočajo prenos samo enega elektrona v 
redoks reakciji, zato so specializirane le za selektivno odstranjevanje O2⦁
-
 (pri lovljenju 
peroksinitritnega anion ter H2O2 se preneseta 2 elektrona). Veljajo za termodinamsko in 
kinetično stabilne AO, z večanjem števila vezanih substituentov na makrocikličnem obroču 
pa se stabilnost veča. Na aktivnost encima ima velik vpliv tudi stereokemija vezave 
določenih obročev (9). Raziskave so odkrile, da so za izdelavo SOD mimetikov 
najprimernejši manganovi ioni, saj se pri razgradnji katalizatorja sprosti prosti kovinski ion 
in vivo in je najmanj toksičen za ljudi (17). Kot najuspešnejši makrociklični mimetik velja 
spojina M40403 – nizkomolekularna spojina, ki je po vlogi in katalitični učinkovitosti 
enaka samemu SOD encimu. Učinkovita je pri zdravljenju mnogih patoloških in 
protivnetnih stanj, ne da bi povzročala imunski odziv (9). 
1.5.2 Neselektivni katalitični antioksidanti 
To skupino predstavljajo saleni in metaloporfirini. Pri salenih gre za substituirane 
aromatske N,N-bis(saliciliden)etilendiaminske kovinske komplekse, kjer je manganov ion 
Mn
3+
 kooridiniran s štirimi aksialnimi ligandi. So katalitično aktivni in lahko odstranjujejo 
več vrst ROS: O2⦁
-
 radikal, H2O2, ONOO
-
 in perokside v maščobah (9, 17). Pri 
odstranjevanju O2⦁
-
 delujejo po enakem mehanizmu dismutacije /5/, kot pri encimu SOD, 
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za odstranjevanje H2O2 pa deluje na podoben princip kot katalaza (17). Odkrito je bilo več 
salenskih kompleksov (npr. EUK 8, EUK 189) z učinkovitim antioksidativnim delovanjem 
in vivo pri različnih bolezenskih stanjih. So učinkoviti pri terapiji endotoksičnega šoka, 
različnih kardiovaskularnih bolezni, EUK 189 pa je pomemben kandidat za zdravljenje 
Alzheimerjeve bolezni (9, 15). 
Metaloporfirini so koordinacijkse spojine, ki v središču svojega porfirinskega obroča 
vsebujejo Mn
3+
 ion. Obroč je koordiniran s štirimi aksialnimi atomi dušika, ki so sestavni 
del njegovih glavnih gradnikov - pirolov. Iz organizma odpravljajo tako O2⦁
-
, H2O2 in 
ONOO
-
, kot tudi lipidne perokside. Mehanizem disproporcionacije je podoben kot pri 
encimu SOD in poteka v obliki dvo-elektronskega prenosa. Svojo antioksidativno 
učinkovitost izkazujejo pri številnih bolezenskih stanjih, saj učinkovito inhibitorjo lipidno 
peroksidacijo in tako delujejo zaščitno pred endotoksičnim/hemoragičnim šokom in akutno 
odpovedjo ledvic. Prisotnost metaloprofirinov v organizmu sproži zavrtje aktivacije T-celic 
imunskega sistema, zato jih lahko označimo tudi kot možne imunomodulatorje 
(potencialne učinkovine za zdravljenje sladkorne bolezni tipa 1) (9). 
Nazadnje moramo omeniti še nitroksidne SOD mimetike, za katere obstaja vedno več 
dokazov o zaščitnem delovanju (tempol, tempon in tempo). Gre za nizkomolekularne 
stabilne ciklične radikale, ki lahko prehajajo biološke membrane. Sodelujejo v reakcijah s 
prenosom enega elektrona. So multifunkcionalni antioksidanti, saj lahko zavrejo 
oksidativni stres po različnih poteh. Sposobni so terminacije verižnih radikalskih reakcij, 
oksidiranja/reduciranja ionov kovin prehoda, detoksifikacije ksenobiotikov in 
kataliziranega odstranjevanja O2⦁
-
 in H2O2 (posnemajo delovanje SOD in katalaze) (18). 
1.6 PRINCIPI DOLOČANJA ROS/RNS 
Nastajanje ROS in RNS lahko spremljamo z uporabo različnih metod. Mednje spadajo 
fluorometrične, spektrofotometrične in kemiluminiscenčne metode ter elektronska 
paramagnetna resonanca.  
Večina teh metod se zanaša na redoks značilnosti specifičnih ROS in RNS, zato so pogoste 
napake, ki jih povzročijo vrste s podobno reaktivnostjo ali pa reaktivni intermediati, ki 
nastanejo na samih sondah. V primeru nejasne identifikacije ROS lahko v vzorec dodamo 
specifične encime inhibitorje (npr. SOD za odstranitev O2⦁
-
 in katalaza za odstranitev 
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H2O2), vendar ne morejo pa pojasniti, če gre za primarne ROS ali intermediate, ki 
nastanejo v detekcijski reakciji (6). 
1.6.1 DOLOČANJE SOD 
Tudi za določanje encima SOD poznamo več metod. Določamo lahko encimsko aktivnost 
proteina SOD in/ali njegovo raven. Ločimo med imunološkimi, direktnimi in indirektnimi 
metodami, od katerih se za določanje SOD aktivnosti v laboratorijih najpogosteje 
uporabljajo indirektne metode (1). 
1.6.1.1 Indirektna metoda 
T.i. Fridovichova metoda, ki sta jo utemeljila McCord in Fridovich na SOD encimih v 
eritrocitih, je preprosta indirektna metoda za določanje SOD aktivnosti (14). Prišla sta do 
ugotovitve, da je za pretvorbo O2⦁
-
 do H2O2 in O2 odgovoren encim SOD, encim katalaza 
pa odstranjuje H2O2, ki nastaja kot stranski produkt v reakciji dismutacije O2⦁
-
. Če se 
vodikov peroksid ne bi odstranil, bi ga reduciran citokrom c počasi reoksidiral in bi lahko 
reagiral s kontaktnim kovinskim ionom do hidroksilnega radikala. 
Analiza temelji na nastajanju O2⦁
-
 v reakciji oksidacije ksantina s ksantin oksidazo /10/, ki 
naprej reagira s citokromom c in ga reducira /11/, pri čemur pa pride do porasta absorbance 
pri λ = 550 nm. Citokrom c ima vlogo detektorja. 
/10/                 ksantin + O2 + H2O 
ksantin oksidaza








 → citokrom c (Fe
2+
) + O2 
Citokrom c ni edina spojina, ki se lahko uporabi kot detektor. Nadomestili bi ga lahko na 
primer z nitro modrim tetrazolijevim kloridom, adrenalinom, tironom ali luminolom. 
Večino detektorjev lahko O2⦁
-
 in nekateri drugi sistemi oksidirajo ali reducirajo, kar 
pripelje do nastanka dodatnih superoksidnih anionov, kar seveda moti meritve O2⦁
-
. 
Z UV-Vis spektrofotometrom lahko redukcijo citokroma c tudi izmerimo. V prisotnosti 
spojin, ki so sposobne reagirati z O2⦁
-
 in ga tako odstraniti (npr. SOD mimetiki), je 
citokrom c zaščiten pred redukcijo. Za izvedbo metode moramo najprej zbrati podatke o 
hitrosti spremembe absorbance pri 550 nm v odsotnosti (V0) in prisotnosti (Vc) SOD 
mimetika. Iz izmerjenih podatkov izračunamo nove parametre (V0/ Vc) – 1, vrednosti 
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katerih naj bi ležale na premici. Nato lahko določimo SOD aktivnost, ki je definirana kot 
koncentracija, ki je potrebna za zmanjšanje hitrosti redukcije citokroma c za 50% (I50). 
Težava pri indirektni analizi SOD aktivnosti je ta, da zlahka pride do lažno zaznane SOD 
aktivnosti pri vsakem vzorcu, ki zavira tvorbo O2⦁
-
 (npr. inhibitorji encimov, ki tvorijo O2⦁
-
). Za tvorbo O2⦁
-
 je primerna uporaba encima ksantin oksidaze, saj lahko spremljamo 
njegovo encimsko aktivnost preko merjenja urata kot končnega produkta. Poleg tega pa na 
analizo negativno vpliva tudi prisotnost citokrom oksidaze iz tkivnih ekstraktov, ki 
reduciran citokrom c reoksidira. Da bi se temu izognili, dodajamo v vzorec nizke 
koncentracije inhibitorjev (npr. cianid), ki preprečijo, da bi citokrom c postal substrat za 
citokrom oksidazo. Zadnja slabost te metode je dejstvo, da so poleg O2⦁
-
 še mnoge druge 
spojine sposobne reducirati citokroma c, kar seveda moti meritve O2⦁
-
. Torej se moramo 
zavedati, da ima vsaka metoda prednosti in slabosti in da nobena analiza ni primerna za vse 
sisteme (4).
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2 NAMEN DELA  
V sklopu diplomske naloge bomo ugotavljali, ali so izbrani tetradentatni kompleksi 
prehodnih kovin (Cu, Mn, Ni, Pd) in nekateri nitroksidi mimetiki encima superoskid 
dismutaze. Torej ugotavljali bomo, ali so izbrane spojine sposobne katalizirati reakcijo 
pretvorbe superoksidnega aniona O2⦁
-
 do vodikovega peroksida in kisika.  
Tistim spojinam, pri katerih bomo zaznali aktivnost, ki se odraža s pospešitvijo dismutacije 
O2⦁
-
, bomo določili efektivno koncentracijo (I50), ki je potrebna za 50% zmanjšanje hitrosti 
redukcije citokroma c. Za spremljanje kinetike redukcije citokroma c si bomo pomagali z 
UV-VIS spektrofotometrom. 
Na koncu bomo dobljene rezultate statistično obdelali ter ocenili, kakšna je možnost 
uporabe testiranih spojin kot neencimskih mimetikov SOD.
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3 EKSPERIMENTALNO DELO 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Vzorci 
V eksperimentu smo analizirali 22 spojin, od katerih je bilo 18 kovinskih kompleksov z 
manganovim, bakrovim, nikljevim oziroma paladijevim centralnim atomom in 4 stabilne 
nitroksidne radikale (preglednica 2).Vse spojine so bile v osnovi v trdnem agregatnem 
stanju, v obliki praškastih kristalov in različnih barv. Pri vsaki spojini smo izvedli najmanj 
2 do maksimalno 6 meritev, odvisno od njihove aktivnosti. Izbrali smo kovinske 
komplekse (3 – 18), ki so bili sintetizirani na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo v 
sklopu doktorskega dela Urše Tomažin. 
Preglednica 2: Prikaz vseh analiziranih spojin . 



















3 EIOC C20H16CuN4O2 407,920 
 
4 EION C20H16N4NiO2 403,0674 
 
5 EIOPd C20H16N4O2Pd 450.794 
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6 OIOC C24H16CuN4O2 455.964 
 
7 ODC C38H30CuN2O2 610,216 
 
8 ODN C38H30N2NiO2 605,3634 
 
9 EIC C22H18CuN2O2 405,944 
 
10 EIN C22H18N2NiO2 401,0914 
 
11 EIPd C22H18N2O2Pd 448,818 
 
12 EKPd C24H34N2O2Pd 488,968 
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13 OKPd C28H34N2O2Pd 537,012 
 
14 OKC C28H34CuN2O2 494,138 
 
15 OKN C28H34N2NiO2 489,2854 
 
16 EDC C34H30CuN2O2 562,172 
 
17 EDN C34H30N2NiO2 557,3194 
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3.1.2 Kemikalije in reagenti 
V spodnji preglednici 3 so navedene vse kemikalije in reagenti,ki smo jih uporabili v 
poskusu bodisi za pripravo osnovnih raztopin potrebnih za izvedbo poskusa ali pa kako 
drugače.  
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3.1.3 Osnovne raztopine in njihova priprava 
 PBS – Fosfatni pufer (pH 7.4, 10 mM) 
Fosfatni pufer smo uporabili kot topilo. Primeren je bil za pripravo nekaterih osnovnih 
raztopin in pri pripravi razredčitev Mn-salena in nitroksidnih vzorcev. 
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Najprej smo pripravili 0,1 M raztopino fosfatnega pufra tako, da smo natehtali 0,711 g 
NaH2PO4 in 2,754 g Na2HPO4. Praška smo stresli v 250 mL merilno bučko in jo napolnili 
do oznake z bidestilirano vodo.  
0,01 M raztopino smo pripravili tako, da smo v 100 mL merilno bučko odmerili 10 mL 0,1 
M raztopine in do oznake nalili bidestilirano vodo. S pomočjo pH metra smo izmerili pH in 
morebitna odstopanja popravili z dodatkom HCl in/ali NaOH.  
 
 Bidestilirana voda 
To je ultra prečiščena voda, ki ne vsebuje ionov, delcev nečistot, bakterij, pirogenov, 
nukleaz, proteaz, hlapljivih ali strupenih organskih spojin ter endokrinih motilcev. 
Uporabili smo jo kot topilo za pripravo osnovne raztopine PBS in NaOH. 
Pripravili smo jo s pomočjo Milli-Q Advantage A10 aparature, kjer smo najprej s svetlobo 
UV povzročili fotooksidacijo in razpad prisotnih organskih spojin. Nato voda steče skozi 
filter, ki odstrani prisotne ione in razpadle organske delce. Na koncu se odstranijo še 
specifične nečistote, ki bi lahko vplivale na izid našega poskusa (21). 
 
 Natrijev hidroksid (20 mM) 
Je močna in jedka baza, ki nima ne barve ne vonja.  Pripraviti smo morali raztopino NaOH, 
ki ima vlogo topilo za pripravo osnovne raztopine ksantina. 
Raztopino NaOH smo pripravili iz NaOH pelet proizvajalca Merck. 
Najprej smo pripravili 2 M raztopino NaOH tako, da smo v 50 mL merilno bučko natehtali 
4 g NaOH in do oznake napolnili z vodo. 
Iz 1000 µL pripravljene raztopine in 9000 µL bidestilirane vode smo v 1 L merilni bučki 
pripravili 0,2 M raztopino NaOH.  
Nazadnje smo pripravili 0,02 M raztopino NaOH s 100 µL zgoraj pripravljene raztopine in 
9900 µL bidestilirane vode. 
 
 Ksantin (1mM) 
Ksantin je katabolni produkt metabolizma purinskih nukleotidov (16). Je purinska baza, ki 
lahko nastane z encimskim razkrojem iz treh prekurzorjev: gvanina, ksantinozina in 
hipoksantina (22). Metabolizem se nadaljuje z degradacijo ksantina preko encima ksantin 
oksidaze do sečne kisline (16). 
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Skupaj s ksantin oksidazo se uporablja kot substrat za pridobivanje superoksidnih 
radikalov O2⦁
-
.V poskusu merimo njihovo prisotnost, da bi lahko ocenili SOD aktivnost 
testiranih vzorcev (17). 
Uporabili smo Xanthine (kat. št. X 0626) proizvajalca Sigma-Aldrich. Pripravljeno 
raztopino smo shranjevali pri temperaturah 2-8 °C, med meritvami pa smo jo držali na 
ledeni kopeli. 
Da bi izboljšali topnost, smo osnovno raztopino ksantina pripravili z NaOH. Za pripravo 1 
mM bistre in prozorne raztopine, smo natehtali 0,30 mg ksantina in ga raztopili v 2 mL 20 
mM NaOH. Raztapljanje smo pospešili s pomočjo ultrazvočne kadičke. 
 
 Citokrom c  
Citokrom c je mitohondrijski protein z enojno polipeptidno verigo in eno hem prostetično 
skupino. Je učinkovit biološki prenašalec elektronov v dihalni verigi, ker se njegovo 
oksidativno stanje znotraj celice spreminja iz fero (Fe
2+
) v feri (Fe
3+
) stanje (in obratno). S 
hem skupino je kovalentno vezan na cistein-14 in cistein-17. Igra ključno vlogo pri celični 
oksidaciji tako rastlin, kot tudi živali (16, 17).  
Uporabili smo citokrom c iz konjskega srca z molekulsko maso 12 384 Da (kataloška št. 
C2506) proizvajalca Sigma-Aldrich. Produkt smo dobili v obliki liofiliziranega praška, ki 
ga lahko shranjujemo v zamrzovalniku tudi do 5 let. 
Pripravili smo bistro, temno rdečo osnovno raztopino citokroma c v fosfatnem pufru z 
masno koncentracijo 10 mg/1 mL.  
Skladno z načinom shranjevanja se spreminja tudi stabilnost pripravljene raztopine. Pri 
temperaturi -20 °C je stabilna 6 mesecev, pri temperaturah med 2-8 °C 2 tedna in pri sobni 
temperaturi 3 dni. Zato med izvajanjem meritev hranimo raztopino na ledeni kopeli (16). 
 
 Katalaza 
Encim sestavljen iz štirih podenot, ki imajo Fe-hem v aktivnih mestih. Njena naloga je 
katalizirati razgradnjo H2O2 v H2O in O2 (1, 16). 
Uporabili smo Catalase iz govejih jeter proizvajalca Sigma-Aldrich (kat. št. C9322) z 
molekulsko maso 250 kDa. Produkt smo dobili v obliki liofiliziranega praška, ki smo ga 
shranjevali pri temeraturi -20 °C.  
Osnovno raztopino katalaze smo pripravili tako, da smo natehtali 5 mg katalaze in jo 
raztopili v 1 mL 0,02 M fosfatnega pufra (17). Dobili smo bistro, zeleno raztopino.  
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Med izvajanjem meritev smo raztopino shranjevali v ledeni kopeli, nismo pa je smeli 
zamrzniti, saj bi tako izgubili 50-70% aktivnosti encima (16). 
  
 Ksantin oksidaza  
Ksantin oksidaza je proteinski homodimer, sestavljen iz dveh enakih podenot z molekulsko 
maso 140 kDa. Je molibden vsebujoč encim, ki katalizira reakcijo pretvorbe ksantina do 
sečne kisline in H2O2. Je biološki vir ROS (16). 
Uporabili s Xanthine Oxidase  iz govejega mleka (kat. št. X4500) proizvajalca Sigma-
Aldrich. Produkt smo dobili v obliki suspenzije amonijevega sulfata, ki vsebuje ≥ 0,8 
encimske enote/mg proteina. Hranili smo jo pri temperaturi 2 – 8 °C.  
Za poskus smo morali pipraviti takšno koncentracijo ksantin oksidaze, da je bila V0 med 
(0025 – 0,0300) ± 0,005 min 
-1
. Najprej smo pripravili 300× razredčitev tako, da smo 
odmerili 10 µL prvotne suspenzije ksantin oksidaze in jo raztopili v 2900 µL 0,02 M 
fosfatnega pufra. V primeru odstopanja smo pripravili bolj oziroma manj koncentrirano 
raztopino. Med izvajanjem meritev smo raztopino shranjevali na ledeni kopeli (16). 
 
 Metanol (CH3OH) 
Metanol je primarni alkohol, ki ga uporabljamo v organski sintezi kot močno polarno 
topilo. Je brezbarvna, hlapna tekočina z ostrim vonjem, ki je strupena za ljudi. Z vodo se 
meša v kateremkoli razmerju (23). 
Uporabili smo metanol za analizo ACS reagentov proizvajalca Carlo Erba. Uporabili smo 
ga kot topilo za pripravo osnovnih raztopin nitroksidnih vzorcev in manganovega salena.  
 
 DMSO – dimetil sulfoksid 
DMSO je močno polarno organsko topilo, ki odlično raztaplja tako organske kot 
anorganske spojine. V organski kemiji se uporablja tudi kot snov za oksidiranje 
(tiolne/disulfidne skupine  sulfonilne kisline, 1° alkoholi/1° halidi/estri 1° alkoholov  
aldehidi), hidrolizo epoksidov ter tioalkiliranje fenolov (16). 
Uporabili smo absolutni DMSO (H2O ≤ 0,01%) proizvajalca Fluka. Uporabili smo ga kot 
topilo za pripravo osnovnih raztopin vzorcev kovinskih kompleksov (razen za Mn-salen).  
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3.1.4 Merilni pripomočki in aparature 
Za izvedbo poskusa smo potrebovali naslednje pripomočke: 
 polavtomatske pipete BRAND Transferpette® različnih zmogljivosti  0,5 - 5 mL, 
100 - 1000 μL, 10 - 100 μL (Nemčija),  
 ustrezno velike nastavke za pipete BRAND Transferpette® (Nemčija),  
 5mL penicilinke neoLAB (Nemčija),   
 plastične kivete 2,5 mL, semimikro BRAND Transferpette® (Nemčija),  
 laboratorijsko steklovino različnih proizvajalcev (merilne bučke s pokrovčkom, 
čaše, erlenmajerice),  
 osebna zaščitna sredstva, 
 žličko,  
 posoda za odpad, 
 posoda za ledenko kopel in led.  
Pri delu smo uporabili naslednje aparate: 
 aparaturo za pripravo bidestilirane vode Milli-Q Advantage A10 proizvajalca 
Millipore (Nemčija), 
 pH meter MP20 proizvajalca Mettler Toledo (Švica), 
 analitsko tehnico AG 245 proizvajalca Mettler Toledo (Švica), 
 ultrazvočno kopel Sonis 4 proizvajalca Iskra d.o.o. (Slovenija), 
 aparat UV-Visible spektrofotometer 50Conc proizvajalca Varian (Kalifornija). 
3.1.4.1 UV-VIS SPEKTROFOTOMETER 
UV-Vis spektroskopija je metoda, ki temelji na absorpciji ultravijolične in vidne svetlobe. 
Pri prehodu žarka svetlobe skozi delno obarvano tekočino žarek oslabi, saj se del svetlobe 
absorbira v snovi. UV-Vis spektroskopija se uporablja za pridobivanje absorpcijskega 
spektra snovi v raztopini ali trdni snovi, ki nam da informacijo o strukturi molekul ali 
ionov. Za pridobitev takšnih informacij je najprej treba uporabiti referenčno celico (samo 
topilo brez spojine) za kalibracijo aparata na nič, predstavlja pa nezmanjšano hitrost 
redukcije citokroma c. 
Uporabili smo enožarkovni spektofotometer sestavljen iz vira vzbujevalne svetlobe 
(volframova žarnica) in monokromatorja iz 2 optičnih rež, ki izolirajo svetlobo v ozek snop 
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in izboljša barvno čistost. Tako monokromator narekuje λ vzbujevalne svetlobe. Vzorec 
nalijemo v kiveto iz kvarčnega stekla ali polimera, za njim pa stoji še občutljivi 
fotodetekor za merjenje intenzitete prepuščene svetlobe skozi vzorec. Na fotodetekorju 
imamo zaslon, ki nam pokaže izmerjeno absorbanco (19). 
3.2 METODA DELA 
Izvedli smo indirektno UV-Vis spektrofotometrično metodo po Fridovich-u za določanje 
SOD-ju podobnih aktivnosti. Kvantitativno smo določali koncentracije SOD mimetikov, ki 
so bile potrebne za zmanjšanje hitrosti redukcije citokroma c za 50 % (I50). Metoda je 
delno avtomatizirana in se izvaja na komercialno dostopnem aparatu UV-Visible 
spektrofotometru 50 Conc proizvajalca Varian. Postopek smo priredili po viru 17.  
3.2.1 Priprava vzorcev 
Za začetek smo morali pripraviti 2 mL osnovne raztopine vzorca s koncentracijo c = 2 × 
10
-2
 M = 20 mM v metanolu. Ugotovili smo, da kovinski kompleksi, ki so v središču 
vsebovali nikelj, baker in paladij niso bili topni v metanolu. Od sedaj naprej bodo Ni, Pd in 
Cu kovinski kompleksi vzorci I, nitroksidi in Mn kovinski kompleks pa vzorci II.  
Priprava enih in drugih je bila v osnovi enaka, razen v treh spremembah. Pri vzorcih II smo 
pripravili osnovno raztopino s koncentracijo 20 mM. Metanol smo uporabili kot osnovno 
topilo, fosfatni pufer pa za pripravo ustreznih razredčitev osnovnega vzorca. Pri vzorcih I 
smo pripravili osnovno raztopino s koncentracijo 2 mM, ker smo na voljo imeli le zelo 
majhne količine vzorcev. Zaradi slabe topnosti teh kovinskih kompleksov, smo uporabili 
DMSO kot osnovno topilo in kot sredstvo za razredčevanje.  
POSTOPEK: 
1. Iz podanih podatkov o molekulski masi M, koncentraciji c in volumnu V osnovne 
raztopine vzorca smo izračunali potrebno maso m vzorca.  
Primer: MOJ – 05 (vzorec II) 
M = 463,56 g/mol, c = 0,02 M, V = 2 mL 
m = M × c × V 
m = 18,54 mg  
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2. Z analitsko tehtnico natančno natehtamo približek izračunane mase. Pri tehtanju je 
prišlo do manjših odstopanj od izračunane mase. Te napake smo odpravili s pomočjo 
križnega računa. Izračunali smo dejanski V' organskega topila, ki smo ga morali dodati, 
da bi dobili želeno koncentracijo.  
Primer: MOJ – 05 (vzorec II) 
m = 18,54 mg, V = 2 mL, m' = 19,97 mg, V' = ? 
V' =  
    
 
  
V' = 2,154 mL 
3. Sledi priprava vzorca s koncentracijo c = 2 × 10-3 M = 2 mM. Pri vzorcih I je to šele 
prvi korak postopka. Izvedemo ga enako, kot je prikazano v zgornjih dveh korakih.  
Pri vzorcih II smo 2 mM raztopino pripravili iz 100 µL raztopine iz točke 1 (20 mM) + 
900 µL metanola. 
4. Naprej redčimo 200 µL vzorca iz točke 3 (2 mM) + 1800 µL fosaftnega pufra (vzorci 
II) oz. DMSO (vzorci I). Dobimo vzorce s koncentracijo c = 2 × 10
-4
 M. 
5. Nazadnje pripravimo še serijo vzorčnih raztopin z ustreznimi koncentracijami (slika 2). 
 
Slika 2: Prikaz priprave vzorčnih raztopin z ustreznimi koncentracijami iz osnovne raztopine z 0,2 
mM koncentracijo. Pri vzorcih I imamo na začetku v penicilinkah po 1 mL DMSO, pri vzorcih II pa po 
1 mL pufra. 
3.2.2 Izvedba metode 
Po pripravi vseh osnovnih raztopin in ustreznih razredčin vzorcev je sledila analiza s 
pomočjo UV-Vis spektrofotometra.  
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Analiza spojin je potekala v kiveti. Vanjo smo s pipeto odmerili določeno količino 
osnovnih raztopin in testirane spojine, kot je prikazano v preglednici 4. Med meritvami so 
bile vse osnovne raztopine, razen pufra in DMSO, na ledeni kopeli. 
Preglednica 4: Prikaz postopka priprave slepega vzorca in vzorca v kiveti 
Kiveta 
Slepi vzorec I- 
volumen [µL] 






PBS 1614 1714 1514 / 
DMSO 100 / / / 
citokrom c 124 124 124 50 
ksantin 100 100 100 50 
katalaza 12 12 12 30 
ksantin 
oksidaza 
50 50 50 / 
spojina / / 200 / 
 2000 2000 2000 / 
 
Osnovne raztopine smo v kiveto dajali v zaporedju od največjega volumna k najmanjšemu. 
Izjemo smo naredili pri ksantin oksidazi. Slednjo smo v kiveto dodali šele takrat, ko smo 
kiveto že vpeli v vzorčno mesto UV-Vis spektrofotometra. Ksantin oksidazo dodamo 
zadnjo, ker le-ta sproži nastajanje O2⦁
-
. Pred meritvijo smo vzorčno raztopino še previdno 
premešali s pipeto.  
Pred analizo vzorčnih raztopin smo izmerili slepi vzorec vo brez prisotnosti testirane 
spojine. V0 predstavlja nezmanjšano hitrost redukcije citokroma c (ΔA550nm/Δt). 
Koncentracijo encima smo uravnavali, dokler nismo dosegli vrednosti med (0,025 - 0,030) 
± 0,005 min
-1
. Če je izmerjena vrednost odstopala od zadanega intervala, smo po potrebi 
pripravili bolj oziroma manj koncentrirano raztopino encima ksantin oksidaze (17). 
V kiveti so reakcije potekale pri sobni temperaturi. Temperatura je eden od dejavnikov, ki 
lahko posredno vpliva na končne rezultate meritve. Pri višji temperaturi potekajo reakcije 
hitreje, pri previsoki temperaturi pa pride do denaturacije encima (poruši se njegova 
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stabilnost). Poleg na stabilnost, pa temperatura vpliva še na hitrost encimskih in redoks 
reakcij ter na stopnjo ionizacije skupin udeleženih pri katalizi (24).  
Verižno radikalsko reakcijo sproži prisotnost že enega samega O2⦁
-
 radikala. Njihov 
nastanek sprožimo z reakcijo ksantin oksidaze, ki katalizira pretvorbo ksantina do sečne 
kisline, kjer se sproščajo superoksidni radikali /8/. Novonastali O2⦁
-
 sedaj reducirajo 
citokrom c (reducira se Fe
3+
 v njegovem aktivnem mestu) /9/, redukcijo citokroma c pa 
lahko preprečimo z dodatkom SOD mimetika. Ta tekmuje za reakcijo s O2⦁
-
 in ga tako 
uspešno odstranjuje po mehanizmu dismutacije /5/. Njegovo aktivnost lahko napovemo že 
samo s primerjavo naklonov med slepim vzorcem in vzorcem s SOD mimetikom. 
 
Meritev je avtomatizirana in traja 10 minut. Vsako minuto zabeleži analizator UV-Vis 
spektrofotomera 6 meritev. Absorpcijo smo merili pri valovni dolžini λ = 550 nm. Iz slike 
3 je razvidno, da smo to valovno dolžino uporabili zato, ker je pri le-tej dobro razvidna 
redukcija citokroma c. 
Za vsako spojino smo izmerili signal s pomočjo absorpcijske krivulje. Ta signal se nato 
preračuna v vrednost Vc (ΔA/min). Ta predstavlja zmanjšano hitrost redukcije citokroma c 
pri določeni koncentraciji analizirane spojine. 
 
Slika 3: VIS spekter citokroma c v fosfatnem pufru s pH-jem 7,4 zabeležen vsako minuto 
med nastajanjem O2
●-, od časa t = 0 do t = 600 s (17). 
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3.3 STATISTIČNA OBDELAVA 
Pri statistični obdelavi podatkov smo si pomagali z računalniškim programom Microsoft 
Office Excel 2007. Izračunali smo naslednje statistične podatke: enačbo regresijske 
premice, koeficient determinacije in standardno napako.  
Za vse delujoče vzorce smo narisali diagrame (V0/Vc) – 1 v odvisnosti od koncentracije 
analizirane spojine. Vrednosti (V0/Vc) -1 smo izračunali iz izmerjenih vrednosti V0 in Vc 
(ΔA/min), katere predstavljajo zmanjšano hitrost redukcije citokroma c v prisotnosti 
testirane spojine pri različnih koncentracijah.  
Iz dobljenega diagrama smo oblikovali umeritveno premico. Iz umeritvene premice smo 
nato pri vrednosti y = 1 odčitali koncentracijo (x), pri kateri pride do 50% zmanjšanja 
hitrosti redukcije citokroma c (I50). Za I50 torej velja, da je V0 = 2 × Vc in da je vrednost 
(V0/Vc) – 1 = 1 na linearni premici. Koncentracijo smo zapisali v obliki x ± standardna 
napaka (SN).  
3.3.1 Linearna regresija 
Linearna regresija je statistična metoda s pomočjo katere določamo enačbo premice, ki se 
najbolje prilega podatkom dveh spremenljivk prikazanim v korelacijskem diagramu. V 
našem primeru skušamo z linearno regresijo prikazati povezavo in medsebojno linearno 
odvisnost med spremenljivkama (V0/Vc) – 1 in koncentracijo testirane spojine potrebne za 
zmanjšanje hitrosti redukcije za 50% (I50) v obliki enačbe premice (25). 
Za aktivne spojine smo linearno regresijo izračunali po enačbi regresijske premice  
y = kx + n, pri čemer je: y…absorbanca (A), x…koncentracija (c), k…naklon regresijske 
premice in n…presečišče regresijske premice z ordinato. 
3.3.2 Koeficient determinacije 
Koeficient determinacije (r
2
) je eno od najenostavnejših meril za vrednotenje kakovosti 
regresijskih modelov, ki so lahko boljši ali slabši. Je razmerje med skupno in pojasnjeno 
varianco odvisne spremenljivke (V0/Vc) – 1 v odvisnosti od vrednosti I50, določene z 
regresijsko premico. Med spremenljivkama je vzpostavljena idealna korelacija, kadar je 




           
  
   
         
 
    
 , 
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Pri čemer je: r
2
xy…koeficient determinacije, yi…dejanska vrednost dane spremenljivke, 
yi'…predvidena vrednost iste spremenljivke y ob znani vrednosti x in korelaciji med x in y, 
ypv…povprečna vrednost spremenljivke y (26). 
3.3.3 Standardna napaka vrednosti y za vsak x v regresiji 
Standardna napaka (SN) je mera za obseg napake v napovedi odvisne spremenljivke y za 
posamezni x (27). Oceno standardne napake regresije dobimo na osnovi nepojasnjene 
variance, ki meri razpršenost točk okoli premice. (26) 
Za izračun standardne napake regresije smo uporabili funckijo STEYX v programu Excel 
(Microsoft Office 2007). 
Enačba za izračun regresijske SN:           
 
   
         
 
 
                 
 
        
   
Kjer je: n…velikost vzorca, xpv…vzorčna srednja vrednost x, ypv…vzorčna srednja 
vrednost y, x…matrika/obseg neodvisnih podatkovnih točk, y…matrika/obseg odvisnih 
podatkovnih točk.




Rezultate smo odčitali iz grafa, v katerega smo na x-os vnesli znane koncentracije 
pripravljenih raztopin SOD mimetikov, na y-os pa izračunane vrednosti V0/Vc - 1. Pri 
vrednosti y = 1 smo izračunali molarno koncentracijo SOD mimetika, ki zmanjša redukcijo 
citokroma c za 50% (I50). Izračunano koncentracijo smo podali v obliki x ± SN. 
4.1 ŠTEVILO MERITEV 
Na katedri za farmacevtsko kemijo na Fakulteti za farmacijo smo analizirali 22 spojin, ki 
smo jih vključili v diplomsko nalogo. Načeloma bi morali za vsako spojino izvesti po eno 
meritev slepega vzorca ter meritve pri 5 različnih koncentracijah. Pri tistih spojinah, kjer 
pa vzorci z najvišjo koncentracijo niso pokazali aktivnosti, z meritvami nismo nadaljevali. 
Skupaj je bilo opravljenih 46 meritev za določitev koncentracije, ki je potrebna za 
zmanjšanje redukcije citokroma c za 50% (I50). 
4.2 KVANTITATIVNO DOLOČANJE KONCENTRACIJE POTREBNE ZA 
ZMANJŠANJE HITROSTI REDUKCIJE CITOKROMA C ZA 50% (I50) 
4.2.1 Kovinski kompleksi 
 Spojina 1: Salenov kompleks z manganom (Mn-salen) 
V0 (300×) = 0,0302 ± 0,0009 min
-1 
Preglednica 5: Izmerjene hitrosti redukcije citokroma c ob prisotnosti različnih koncentracij spojine 1. 
Koncentracija [µM] Vc [min
-1
] SD (±) V0/Vc – 1 
6,25 0,0203 0,0042 0,0488 
12,5 0,0121 0,0043 1,496 
25 0,0056 0,0046 4,393 
50 0,0030 0,0047 9,067 
100 0,0004 0,0069 74,5 
  
Enačba regresijske premice je: y = 0,2052x – 1,0593. 
Vrednost koeficienta determinacije znaša R² = 0,9968. 
Vrednost I50 za spojino 1 je 10,03 ± 0,28 µmol/L.  




Preglednica 6: Izmerjene hitrosti redukcije citokroma c ob prisotnosti največje koncentracije za 








] SD (±) V0/Vc – 1 
2 Cu salen 0,2 0,0268 0,0292 0,0011 -0,0822 
3 EIOC 0,2 0,0288 0,0238 0,0030 0,2101 
4 EION 0,2 0,0295 0,0296 0,0007 -0,0034 
5 EIOPd 0,2 0,0236 0,0270 0,0006 -0,1259 
6 OIOC 0,2 0,0303 0,0270 0,0006 -0,1259 
7 ODC 0,2 0,0286 0,0290 0,0013 -0,0138 
8 ODN 0,2 0,0285 0,0278 0,0013 0,0252 
9 EIC 0,2 0,0286 0,0238 0,0035 0,2017 
10 EIN 0,2 0,0287 0,0287 0,0009 -0,0035 
11 EIPd 0,2 0,0340 0,0320 0,0024 0,0625 
12 EKPd 0,2 0,0265 0,0268 0,0011 -0,0112 
13 OKPd 0,2 0,0265 0,0249 0,0011 0,0643 
14 OKC 0,2 0,0265 0,0247 0,0015 0,0729 
15 OKN 0,2 0,0265 0,0241 0,0015 0,0996 
16 EDC 0,2 0,0288 0,0252 0,0032 0,1429 
17 EDN 0,2 0,0288 0,0299 0,0012 -0,0368 
18 EDPd 0,2 0,0265 0,0259 0,0005 0,0232 
 
Enačb regresijskih premic, koeficientov determinacije ter vrednosti I50 tem spojinam nismo 
mogli določiti, saj niso izkazovale aktivnosti pri tej koncentraciji.   




Spojina 19: HOPS 
V0 (250×) = 0,0312 ± 0,0009 min
-1 
Preglednica 7: Izmerjene hitrosti redukcije citokroma c v prisotnosti različnih koncentracij spojine 19. 
Koncentracija [mM] Vc [min
-1
] SD (±) V0/Vc – 1 
0,2 0,0268 0,0009 0,1642 
2 0,0226 0,0028 0,3805 
5 0,0163 0,0060 0,9141 
7 0,0119 0,0068 1,6218 
10 0,0117 0,0069 1,6667 
 
Enačba regresijske premice je: y = 0,156x + 0,1106. 
Vrednost koeficienta determinacije znaša R² = 0,9979. 
Vrednost I50 za spojino 19 je 5,70 ± 0,04 mmol/L. 
Spojina 20: MOJ-05 
V0 (250×) = 0,0240 ± 0,0005 min
-1 
Preglednica 8: Izmerjene hitrosti redukcije citokroma c v prisotnosti različnih koncentracij spojine 20. 
Koncentracija [mM] Vc [min
-1
] SD (±) V0/Vc – 1 
0,05 0,0218 0,0014 0,1009 
0,2 0,0211 0,0008 0,1374 
2 0,0150 0,0018 0,6000 
4 0,0114 0,0044 1,1053 
6 0,0098 0,0043 1,4490 
 
Enačba regresijske premice je: y = .0,2319x + 0,1104. 
Vrednost koeficienta determinacije znaša R² = .0,9937. 
Vrednost I50 za spojino 20 je 3,84 ± 0,05 mmol/L. 
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Spojina 21: PJM-207 
V0 (220×) = 0,0313 ± 0,0015 min
-1
 
Preglednica 9: Izmerjene hitrosti redukcije citokroma c v prisotnosti različnih koncentracij spojine 21. 
Koncentracija [mM] Vc [min
-1
] SD (±) V0/Vc – 1 
0,2 0,0291 0,0010 0,0756 
2 0,0230 0,0038 0,3609 
4 0,0197 0,0077 0,5888 
6 0,0134 0,0065 1,3358 
9 0,0054 0,0053 4,7963 
  
Enačba regresijske premice je: y = 0,2074x - 0,0423. 
Vrednost koeficienta determinacije znaša R² = 0,9276. 
Vrednost I50 za spojino 21 je 5,03 ± 0,18 mmol/L. 
Spojina 22: P-0737 
V0 (200×) = 0,0265 ± 0,0010 min
-1 
Preglednica 10: Izmerjene hitrosti redukcije citokroma c v prisotnosti različnih koncentracij spojine 
22. 
Koncentracija [mM] Vc [min
-1
] SD (±) V0/Vc – 1 
0,2 0,0259 0,0008 0,0232 
2 0,0199 0,0041 0,3317 
4 0,0158 0,0058 0,6772 
6 0,0121 0,0061 1,1901 
8 0,0103 0,0063 1,5728 
  
Enačba regresijske premice je: y = 0,2021x – 0,0576. 
Vrednost koeficienta determinacije znaša R² = 0,9945. 
Vrednost I50 za spojino 22 je 5,23 ± 0,05 mmol/L. 
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4.3 GRAFIČNI PRIKAZ IZRAČUNANIH VREDNOSTI I50   
 
Slika 4: Prikaz vseh vrednosti I50 aktivnih spojin (1; Mn-salen, 19-22; nitroksidi), ki so potrebne za 
zmanjšanje hitrosti redukcije citokroma c za 50% Spojine 2-18 (kovinski kompleksi s Cu, Ni in Pd 
centrom) niso izkazovale SOD aktivnosti, zato jim vrednosti I50 nismo mogli izračunati. 
 
Slika 5: Primer grafa določanja koncentracije, ki  je bila potrebna za zmanjšanje hitrosti redukcije 





























Zaradi velikega povpraševanja po novih antioksidativnih zdravilnih učinkovinah, smo 
poskus usmerili v preizkušanje SOD mimetične aktivnosti izbranim, novosintetiziranim 
kovinskim kompleksom, ki pa v središču ne vsebujejo Mn-iona. Izbrali smo tetradentatne 
komplekse bakra (Cu), niklja (Ni) in paladija (Pd), ki so bili sintetizirani na Fakulteti za 
kemijo in kemijsko tehnologijo v sklopu doktorskega dela Urše Tomažin.V diplomsko 
nalogo smo vključili 22 spojin, ki smo jih analizirali na Katedri za farmacevtsko kemijo na 
Fakulteti za farmacijo. Najprej smo analizirali vzorce I, kamor uvrščamo 18 
koordinacijskih spojin s Cu, Ni in Pd centralnimi ioni (razen Mn-salena, ki je veljal za 
referenčno spojino), naknadno pa smo analizirali še 4 nitrokside (vzorci II) in preverjali 
njihovo sposobnost pretvorbe O2⦁
-
 v reakciji dismutacije /5/. 
Pred začetkom meritev smo morali pripraviti vse osnovne raztopine reagentov in vzorcev 
po postopku opisanem v poglavju 3. Vse osnovne raztopine (razen DMSO in PBS) smo 
med meritvami hranili na ledu. Analiza je potekala v kiveti pri sobni temperaturi. Točno 
določen volumen reagente smo v kiveto dodajali od največjega k najmanjšemu z izjemo 
ksantin oksidaze, katero smo dodali čisto na koncu in dvomililitrsko vzorčno mešanico v 
kiveti premešali s pipeto.  
Za določanje SOD mimetične aktivnosti izbranim spojinam smo izbrali indirektno UV-Vis 
spektrofotometrično metodo po Fridovich-u. Merili smo absorbanco pri valovni dolžini 
550 nm. Analiza temelji na nastajanju O2⦁
-
 v reakciji oksidacije ksantina s ksantin oksidazo 
/10/, novonastali O2⦁
-
 pa nato reducira citokrom c /11/ in tako poveča absorpcijo. 
Spremljnaje kinetike redukcije je računalniško podprto in meritev je deloma 
avtomatizirana. Za začetek smo morali določiti ustrezno redčitev encima, tako da smo z 
meritvijo Vo slepega vzorca, ki predstavlja nezmanjšano hitrost redukcije citokroma c 
(ΔA550nm/Δt) dobili vrednost med (0,025 - 0,030) ± 0,005 min
-1
. Aktivnost encima ksantin 
oksidaze je postopoma pešala, zato smo s časoma morali pripravljati vse manj razredčene 
raztopine encima, da bi zagotovili pogojeno vrednost. Temu so sledile meritve vzorcev z 
dodanimi spojinami, kjer smo pri različnih koncentracijah spojine merili parameter Vc, ki 
predstavlja zmanjšano hitrost redukcije citokroma c. Iz izmerjenih vrednosti smo nato 
izračunali parameter (V0/Vc) -1 in podatke statistično obdelali z izračunom enačbe linearne 
premice in koeficienta determinacije. Nato smo iz linearne premice pri vrednosti (V0/Vc) -
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1=1 odčitali vrednost I50, ki predstavlja 50% zmanjšanje redukcije citokroma c in tako 
ocenili SOD mimetično aktivnost izbranih spojin. 
Najprej smo pri vzorcih I določili vrednosti referenčni spojini (Mn-salen). Iz izmerjenih 
podatkov smo izračunali enačbo linearne premice in koeficient determinacije ter ugotovili, 
da sta spremenljivki (V0/Vc) -1 in koncentracija Mn-salena medsebojno zelo povezani in 
linearno odvisni. Nato smo pri vrednosti (V0/Vc) -1 =1 odčitali še vrednost I50, s katero 
označujemo koncentracijo spojine potrebne za 50% zmanjšanje hitrosti redukcije 
citokroma c, znašala pa je 10,03 ± 0,28 µmol/L. Dobljena vrednost se od literaturnega 
podatka (17), ki znaša okoli 2,5 µmol/L, nekoliko razlikuje, saj smo izvajali meritve pri 
previsokih koncentracijah M-salena. Kljub temu smo mu s tem določili SOD aktivnost, 
hkrati pa smo potrdili ustrezno delovanje encimov. Pri ostalih 17 kovinskih kompleksih 
smo lahko že po prvi meritvi parametra Vc pri najvišji koncentraciji testirane snovi za 
posamično spojino ugotovili, da ne izkazujejo SOD aktivnosti, saj so bile vrednosti 
parametrov V0 in Vc preblizu. Kljub temu, da so se vzorci I izkazali kot učinkoviti 
katalizatorji v številnih kemičnih reakcijah, jih ne moremo označiti za SOD mimetike, saj 
niso sposobni pretvorbe O2⦁
-
 v reakciji dismutacije /5/. Na negativni izid njihovih meritev 
bi mogoče lahko vplivala sprememba topila, kjer smo namesto metanola in pufra uporabili 
DMSO za izboljšanje topnosti vzorcev. Najverjetneje pa so za neaktivnost odgovoreni 
drugačni centralni ioni (Cu, Ni, Pd), ki očitno ne vstopajo v enoelektronsko reakcijo s 
superoksidom, ali pa je ta reakcija prepočasna, da bi jo lahko detektirali v tem sistemu. 
Ker smo ugotovili, da smo pri vzorcih I lahko SOD aktivnost določili samo referenčni 
spojini, smo se odločili testirati še štiri nitrokside (vzorci II). Njihova biološka aktivnost je 
odvisna od velikosti obroča, vrste vezanih substituentov ter njihovega naboja. Za vse 4 
nitrokside smo dokazali veliko medsebojno in linearno odvisnost, tako da smo jim lahko 
določili vrednosti I50. Spojina 19 spada med diazepanonske derivate nitroksidov s 
sedemčlenskim laktamskim obročem, med tem ko so spojine 20, 21 in 22 piperidinski, 
pirolinski in oksazolidinski derivati nitroksidov z različnimi funkcionalnimi skupinami. 
Spojina 20 je spinsko označen derivat fluoksentina – zdravilne učinkovine, ki se uporablja 
kot antidepresiv razreda selektivnih zaviralcev ponovnega privzema serotonima. Gre za 
dokaj lipofilno spojino, saj ima na krajšo alkilno verigo pripeta dva fenilna obroča. Spojina 
21 je pirolinski derivat nitroksida s karboksilno skupino na obroču. Tvori lahko soli z ioni 
alkalijskih in zemljoalkalijskih kovin, ki so dobro vodotopne. Spojina 22 je oksazolidinski 
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predstavnik nitroksidov z zaščiteno aminsko skupino v obliki ftalimida Vsi testirani 
nitroksidi so imeli priblžno enako vrednost I50 (okoli 5 mmol/L), kar je veliko večja 
vrednost v primerjavi z referenčno spojino, zato smo jih označili kot šibke SOD mimetike. 
 
 




1. SOD mimetično aktivnost smo dokazali samo pri petih od dvaindvajsetih spojin: pri 
manganovem kompleksu s salenom (1) in pri štirih nitroksidih (19, 20, 21, 22). Če je 
manganov ion v kompleksu s salenom ali derivatom salena zamenjan z drugimi ioni, 
tak vzorec ne izkazuje aktivnosti. Torej je samo teh pet spojin sposobnih katalizirati 
reakcijo pretvorbe superoksidnega aniona do vodikovega peroksida in kisika, tako kot 
encim superoksid dismutaza. 
2. Vzrok za odsotnost SOD mimetične aktivnosti je lahko, da ioni Cu, Ni in Pd v kelatih 
salena in salenovih derivatov ne vstopajo v enoelektronske redoks reakcije ali pa so te 
reakcije prepočasne. 
3. Koeficient determinacije smo lahko določili le petim aktivnim spojinam od testiranih 
dvaindvajset. Izračunane vrednosti kažejo na precejšnjo soodvisnost med 
spremenljivkama (V0/Vc) -1 in koncentracijo spojine I50 potrebne za 50% redukcijo 
hitrosti citokroma c. 
4. Spojine 1, 19, 20, 21, 22 (salenov kompleks z Mn in izbrani nitroksidi) bi lahko ocenili 
kot možne neencimske SOD mimetike. Če je Mn-ion v kompleksu zamenjan z drugim 
kovinskim ionom (Cu, Ni, Pd), tak kompleks ne izkazuje SOD mimetične aktivnosti. 
5. Salenov kompleks z manganom je na tržišču že uveljavljen SOD mimetik in je v 
diplomski nalogi služil kot referenčna spojina. Z UV-VIS spektrofotometrijo smo 
uspešno dokazali njegovo SOD mimetično aktivnost. 
6. UV-Vis sprektrofotometrija se je izkazala kot ustrezna metoda za opazovanje 
sprememb v kinetiki redukcije citokroma c. Kljub temu pa bi za nastajanje O2⦁
-
 lahko 
izbrali tudi drugačno metodo.  
7. Za pospešitev dismutacije superoksidnega aniona je koncentracija nitroksidov znatno 
višja od koncentracije salenovega kompleksa z manganom, zato smo nitrokside 
označili kot šibke SOD mimetike.
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Slika 6: Graf določanja koncentracije, ki je bila potrebna za zmanjšanje hitrosti 
redukcije citokroma c za 50 % (I50) pri spojini 1. 
 
Slika 7: Graf določanja koncentracije, ki je bila potrebna za zmanjšanje hitrosti 
redukcije citokroma c za 50 % (I50) pri spojini 19. 




Slika 8: Graf določanja koncentracije, ki je bila potrebna za zmanjšanje hitrosti 
redukcije citokroma c za 50 % (I50) pri spojini 20. 
 
 
Slika 9: Graf določanja koncentracije, ki je bila potrebna za zmanjšanje hitrosti 
redukcije citokroma c za 50 % (I50) pri spojini 21. 
